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（第1報）ヌクレオチドの変化と核酸分解酵素系の安定性  

毛利 威徳・秦 童子・寺田 潤子・橋田 度  

r－Irradiationto MushroorrLS  

（I）Effect of T－Irradiation om the Stability arLd Activity of Nucleic  

Acid Related Substances andEnzymesin Mushrooms  

TakenoriMouri，Keiko Hata，Junko Teradaand Wataru Hashida  

Mushr00mS（Aalliotabi車OruS）and Shii－take（LelltintES edodes）wereirradiatedwith  

r－raySOf5to50×10S rad，andchange50fnucleic acid relatedsul蔦tanCeSWereinvestigatedby  

meansofchromatographywitha DowexlX8column． ATPinmushr∞mS and Shii－take  

disappeared at a do紀Of5）く108rad，Whereas ADP remained asmuch astheinitialamounts  

（Figs．1and2，Tabl－Sland2）．Changesintheamountsofmononucleotideswerenegligible・   

Prelimi－1aryeXperiments were carried out on the extractability of nucleic acid related  

enzymeSfrom mushr∞mS． Extractedenzymesolutionsfrom mushroomsweresubjected toT－  

irradiation，aS a reSult．their ribonuclease，phc6PhodiesterBLSeandphosphomonoesteraseactivities  

remained moderateeven at a high d防eOf5×106rad（Figs．3and4）．   

Itseems reasonable to consider thatthcreis a possibilityofthe breakdown ofnucleic acid  

rdatedsutxtancesduring thestorage by tl－e aCtionsof theenzymes that have remained after  

血e r－；fradiatio†1．   

金品の生原料に対し，r線を照射する場合には，殺菌と共に原料自体の生理作用を抑え，保貯性  

を伸長する効果があるが，同時に食品成分に対して副作用があり，品質を劣化させる短所もある．  

マッシュルームではveilが破れるのを遅らせ，保貯性が高められた1，2〉が，一方着色の増加，照射  

真の生成など欠点も見出されれている．   

ヌクレオチドはきのこの重要な呈味成分であるさ～5）が，加工輪作においても特異的な消長を示す  

こど～11〉 がみとめられている．本報では生のマッシュルーム，シイタケのr簸照射によって，含  

有されるヌクレオチドがどんな影響を受けるかをしらぺた．またヌクレオチドの消長の原凶とし  

て，核麿成分の放射線による変化12‾－¢）のほかに，鳳射に耐えて核酸分解酵素系が残存する場合  

に，その後の貯蔵期間に作用することも考えられるので，本朝ではそれら酵素系の安定性について  

もしらべた．  

＊ 醗酵工学49巷8号（1971）所載  
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実  験  方  法  

1．γ線照射設備 住友化学工業株式会社宝塚研究所に照射を依頼した．Co卯線源は約5，000キ  

ュリー，線量率ほ3．6×105R／hrであった．   

2． 試料の調製 きのことしては，当短期大学裁培のマッシュルーム（凸〟JJiuねむ言ゆOr～‘∫）と  

市奴晶のシイタケを使用した．   

兼照射対照あるいは照射したきのこは中島らりの記載に準じて，冷暗過塩素鮫で抽出し，抽出液  

は核転成分分析用の試料とした．   

また核酸分解酵素の活性を測定するために，きのこ可鹿部分あるいは特定区分を5倍量の衰潜水  

とともにホモジナイズし，冷却遠心分離校により12，∝旧呼mで遠心し，その上澄液を粗酵素液と  

した．   

3．分析方法 個々のヌクレオチドは中島ら一）の記載に準じ，DowexlX8蟻酸塾のカラムで．  

毯穀一塊醸ソーダを展開液として定量した．   

対照の標準物質として，塩基，ヌクレオシド，ヌクレオチド横は市販品を使用した，   

蛋白質はFolin－Ciocalteu17）の呈也法，または280mflの吸収によって定量し．燐級はFiske－  
Subbamw法18”こよった．   

観葬素液のRNa父，PDase，PMa父活性は須鼠 大村の記載19）に準じて測定した．  

実  験  結  果  

1，r繚照射によるマッシュルーム，シイタケ核酸成分の変化   

収穫直後のマッシュルームに5×1が揮dおよぴ5×108mdの㌻線を照射したものと，照射と同  

時間，末照射のままで50cの冷蔵庫内あるヤ、は室温に貯蔵した対凰と・計4種の試料・こついて，核  

敢成分の変化をカラムクロマトグラフィでしらぺたところ，その典型的なクロマトダラみはFig・1  

a）FTeSh，nOti汀adiald，S10red∂lヂC．切Irradiatdat5×10～md・dIl・radiatedat5×10ちmd・   
Fig．1．CluomatogramsofnueleolidesoLT・ray・imdiatedmushr00mS・（10ml・Lraetions）  
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Tablel．NucleotidesinT－rayirradiated・muShrooms・  

iFrac・B＊‡Frac・Cj5′－AMPt5′－UMPIuDPAGi  ADPIATP  Sample5  

1
 
 
 

6
 
 

亜
 
 

蛮
幻
 
 

2
 
4
 
 

3
 
 

ぷ
 
 

4
 
 
2
 
 

UV260書＊  

〃mOle／g dry wt．  

UV260  

p mole／g dry wt．  

UV 260 

JL mOle／g dry wt．  

UV 260 

jJmOle／g dry wこ  

Notirradiated，  
stored at5－C   

Notirradiated，  
5tOred at room temp．   

Irradiated at  
5×105rad   

Irradiated at  
5×100rad  

3．56  

40．38117．23  32．82  

5．20   

27．53  

4．58   

traCe  

＊Fractionfromchromatography、including nucleosides a71dbases・  
事象Absorbancy at260m／▲Of each fraction・  

Table2．Nuc）eotidesofT－rayirradiatedShii－take・  

Cl5′－A呵5′－U呵5′一GMPi  lFrac・B事∃Frac・   ADPIATP  Samples  

4．9513臥87  UV260事＊  

〟mOle／g dry wt．  

UV 260 

JL mOle／g dry wt．  

UV 260 

〟mOle／g dry wt．  

UV260  

〟mOle／g dry wt．  

7・亜26・182・13  

ト  
0・30  

7・51；31・62喜：；…  

Notirradiated，  
stored at5－C   

Notirradiated，  
stoEed at room temp．   

Irradiated a1  
5×10扁rad   

Irradiat d at  
5×108rad  

＊Fractionincludingnucleosides and bases・  
キ＊Absorbancy at260叫一Ofeacllfraction・   

のようである．各ピークの260叫∠における吸光値より，それぞれのヌクレオチド量を計算したと  

ころTablelのようであった．   

5×105rad照射区のATP，ADP量を冷蔵区，室蘭貯蔵区の未照射対照と比べると，あまり変  
化がなく，5′－AMP，5′一UMP畳にはわずかな消長はあったが．呈昧性に影響するとは考えられな  

い．マッシュルームでは，副作用を避けるための限界線量iま5×10さmd付近であると考えられてい  

るl、ヱ〉が，この結果からこの線量ではヌクレオチドの塁味性に対する影至劉まほとんどないといえよ  

う．   

5×106，ad凰射区ではATPは痕跡畳まで減少し，ADPと5′－ヌクレオチドは少し増加した．  

この線量は缶詰の完全殺菌のために必要なものであるが，ヌクレオチド墓にも影響することがみと  

められた．   

生シタケにマッシュルームと同様の区分でγ線を照射した結果はTable2に示すようである．こ  

の場合は未照射対照の重視区でもATPの減少がみとめられた．ATPはシイタケ子実体内では不  

安定で，室温貯蔵中にも生理作用によって変化するのであろうと考えられる．   

r線を照射した5×105rad区，5×108rad区ではATPは何れも痕跡畳となったが，ADP，  
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AⅣIPほ見掛け上あまり増減がなかった．   

このようなヌクレオチドの変化の原因として  

フ′凍原射による核酸成分の分解がまず考えられ  

る．5×10S mdから5XlO¢mdに線量をあげ  

ると，ヌクレオチドの変化が著しくなった．つ  

ぎに，r線照射に際して残存した酵兵系が作用  

することを考えねばならないので，以下フ‘線照  

射における核酸分解酵素系の安定性について検  

討した．  

Table3．The enzyme activities extractedwitll  

various solutions from Slliトtake．  

Speci丘c  
activity  
（Ⅵnits／mg  
protein）  ニー‥：∴；‥‾－  

Extraction   

solutions   

Water  

O．2M Tris  
buぽer（pH7）  

0，2％NaC1  

0．2％Sucrose  

O．2N H2SOl   

RNase  6
 
0
 
1
 
 

1
 
1
 
3
 
 

2．租酵素抽出法の吟味   

きのこの子実体より核酸分解酵素系を抽出す  

る方法として，マッシュルーム，シイタケを対  
FDase  

象とし，どんな抽出溶液が適当であるか，また  

どれくらい時間古かければよいかについて吟味  

した．   

Table3ほシイタケより抽出した例であるが pMase  

RNase，PT）ぉe，PMa父申何れを抽出するため  

にも，讃潜水が適当とみとめられた．マッシュ  

Water  

O．2M Tris  
もuぽer（pH7）  

0．2％NaCl  

O．2％Sucrose  

O．2N H空SOヰ  

6
 
．
4
 
 
8
 
2
 
0
 
 

1
 
 

2
 
 
1
 
 

Water  

O．2丸ITris  
buぽer（pI17）  

0．2％NaC1  

0．2％Sucrose  

O．2N H空SOl  

1
 
 
7
 
 
5
 
8
 
9
 
 

鋤
 
郎
 
乃
 
1
3
 
1
2
 
 

75，754   

52，170   

54，435  

12，314  

5，3J蛤  

ルームの場合もほぼ同様な結果が得られた．   

Table4，5はそれぞれマッシュルーム，シ  

Table4．E鮎ctofextractiontimeontheenzyme  
activitiesin mushroom extJacts．  

Table5．E汀ect of retention time from homoge・  

nation to ccntrifugationontheenzyem  

activities extracted from Shii－take．  

＊The homogenate was centrifugedimmediately   
aftcr homogenation．  
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イタケについて柵出時間の影響をしらペたものである．50cの冷重で，きのこを薫潜水に共にホモ  

ジナイズし，そのまま保持し，一定時間後に遠心分離して上澄液を租酵弟液とし活性を部定した．  

マッシュルームでは3（）分以上経過すると，PM彷eが直後の約1／3に低下してしまうので，マッシュ  

ルームではホモジナイズした直後に遠心分離して，粗酵素液を取ることが望ましい．シイタケでほ  

このようなPMaseの低下はみとめられず，むしろ時間を経るにともなって活性が高くなるので，  

4時間までは時間をかけて抽出することが望ましい．   

子実体において，傘の部分と足の部分とで，酵素系の活性が異なるか否かについて吟味した．マ  

ッシ ュルーム，シイタケについて，それぞれの部分を蔑潮水ととせにホモジナイズし，マッシュル  

ームではただちに遠心分離し，シイタケでは50cで4時間保持した後に遠心分離した．   

Table6，7に示すように，マッシュルーム，シイタケともにRNase．PDase活性では傘と足と  

の差違はほとんどなかった．PMa父癌性について，足の部分の活性はマッシュルームで傘の部分  

の約l／9に過ぎず，シイタケで約1／3に過ぎなかった．本報では爾後該酸分解酵素系は傘の部分だ  

Tablc7．Comparisonoftheactivjtiesofnucleic  

ac；d degradi叩 enZymein 亡apS and  

stems of Shii＿take．  

けから抽出することにした，   

TaもIe6．Comparisonoftheacti▼i【iesofnueleic  

acid degrading enzmesillCaPS and  

stenlS Of musllrOOmS．   
Spec摘c  
actlVlty  
（血it5／mg  

pro【ein）  
てニ：；yl慧n  

Sample  

Table8．Changein enzyme activities during  

StOrage Of mushrooms at various  

tempera【ures．  

3．生きのこ貯蔵中の核酸分解酵素系の消長  

私達7）はマッシュルームの冷凍貯蔵中の酵素  

系の消長を6ケ月間にわたって観察し，それら  

の活性は凍硬申に徐々に低下することを見「11し  

た．   

生きのこ，殊にマッシュルームの保貯期間は  

きわめて短いことにかんがみ，本報でほ常温と  

して250c，48時間までの貯蔵における酵素系  

の消長をしらべた．これはきのこを丁線照射し  

て後貯蔵する場合の未照射対贋値ともなるので  

ある．   

Table8に示すように250c，48時間までは  

Storage  
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RNa5e．PDase．PMase活性それぞれほとんど変化はみられなかった．なお5Ocで貯萌する場合は  

もちろんほとんど消長はなかった．   

4．7・緑照射lこおける酸酵分解酵素系の安定性   

酵素活性の安定性をしらペるにあたって，r線を生きのこよりあらかじめ紬出した祖酵素故に照  

射した場合の残存活性と，生きのこそのものに照射した後に生きのこから抽出された酵素液の活性  

とについて吟味した．   

前者の場合，前述の拙出条件によりマッシュルーム，シイタケより粗酵素液を抽出し，ガラスア  

ンプに封入し，それぞれ5×105，1×106，5XlO6radを照射した．照射時間中50cに冷蔵した  

未照射試料を対照として，それらのRNa父，PDa父，PMa艶話活性を測定した．   

Fig．2．3はマッシュルームの場合である．Pasteurizationを目的とする場合の線量，5xlO5Tad  

では3寝の酵素活性とも大部分が残存しているが，完全殺菌線景5×10瓜radを照射した場合は，  

妓存活性は多くの場合40％以下であり，かなり破壊されることが認められた．3掃の酵素活性の安  

定性妄相互に比較しても，明らかな優劣は認められなかった．   

シイタケの場合はFig・4，5に示すようである．マッシュルームと同様に5×105radでは請活  

性がかなり残存しているが，5×10¢radでは残存率は多くの場合朝％以下であった．  
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activitiesofSllii・takeenzymes．  
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酵素系をあらかじめ抽出して照射した場合と、きのこのままで照射した場合を比較すると，PDa父  

活性については，前者の場合は後者に比べて活性がかなり低下しているのが認められた．RNぉe，  

PMaseについては著しい差違は認められなかった．   

マッシュルールの保貯性延長のために適当なγ線量とみなされている1，2），5×10さradを照射し  

た場合は，ATP，ADPおよぴ5J－ヌクレオチド量にはほとんど変化はなか？た．5′－ヌクレオチド  

は重要な呈味成分であるが，マッシュルーム巾の通常の含量5）と比べても，呈味性には彪響はない  

と考えられる．Guardia ら叫は魚肉に対して1．0×108rad以下の照射ではヌクレオシド，ヌクレ  

オチド含量には影響がないことを述べている．核酸成分の安定性は，水溶液において線量の増加と  

ともに低下することが知られている町呵が，きのこ内においても完全殺菌線量まで緑風を上げると，  

ATPは痕跡畳まで破壊された．   

7・線腰射によってATPが破壊されたが，これがどんな分解経路竃たどるかについては今後の検  

討にまたねばならない．私達はマッシュルームなどの黄熟Il），冷凍解凍7），凍結乾燥の水兵し8）に際  

して，ATPからAMPをへて塩基に至る経ム捌こついて記述した．   

マッシュルーム，シイタケの核酸分解酵素系は25ロc，50cの貯萩中は安定であるが，5×106  

radの照射によってかなり活性が低下した．しかしpasteurizationを目的とする程度の線量でほほ  

とんど分解されないので，その後の保貯期間にも残存の割合に応じて作用する可能性がある．  

Englishsole（ヒラメの1覆）に対する低線桑照射において，nuCle；idase，nuCleQtid争Seは比較的に  

安定で，その後の保好期間に作用し得ることが報告されている叫．   

きのこのPDase活性ほ，きのこ内で照射された時よりも，あらかじめ抽出されて酵素液の形で  

照射された時の方が不安定であー．た．共存する良品成分の影響が考えられるが，今後の検討にまつ  

ところが多い．  

要   

マッシ ュルーム及び生シイタケにr線を照射し，ヌクレオチドおよび核酸分解酵素系の活性に対  

する影響をしらペた．きのこより酵素系を抽出するには，50cで水と共にホモジナイズすること，  

傘の部分より抽出することが適当とみとめられた．   

マッシュルームa）場合，paSteurization用の線量5×10S radではヌク▲レオチド組成および核酸  

分解酵素系の活性さと時あ享り影響ほなかった．両きのことも，5XlO¢Tadの照射ではATPが著  

しく減少した．また酵素系iまかなり破壊され，媛存率は多くの場合坤％以下であった．  

終りに臨み，御指導，勧校閲を賜わった大阪大学寺本名誉教授，芝崎教授並びに東洋食品工菜短期大学志現学  

長に深謝致します．なお，丁線照射して頂いた住友イヒ学工業株式会社宝塚放射中央研究所並びに核酸試料その他  

御配慮を頂いた武田薬品工業株式会社の皆様方に厚く勧礼申上げます．  
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